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摘要 :为 进一步 优化 烟草 “K326” (Nicotiana tabacum ‘K326’ ) PE, CARER 
酸 介 导 的 基因 突变 COligonucleotide-mediated mutagenesis; OMM) 技术 ， 利 用 植物 中 支 
氨基 酸 合成 途径 中 第 一 个 关键 酶 乙酰 乳酸 合成 酶 〈acetolactate synthase, ALS) 突变 后 烟 
对 除草 剂 氛 磺 隆 不 敏感 ， 产 生 抗 性 的 特征 ， 利 用 NCBI 报道 的 47Z8 基因 序列 同 源 克隆 了 ) 
草 “K326' 中 的 ALS 基因 ， 并 根据 ALS 基因 序列 设计 用 于 定点 突变 的 RNA/DNA 髓 合体 ， 
入 烟草 “KK326” 创 制 对 氧 磺 隆 除草 剂 具有 抗 性 的 烟草 新 种 质 。 结 果 表 明 : (1) 'K326' R 
有 两 条 ALS 基因 ， 即 ALS SuRA 和 ALS SuRB， 大 小 分 别 为 2 004 bp 和 2 010 bp. (2) 根 
据 两 个 基因 的 保守 位 点 4LS SuRA 588 MARMA ALS SuRB 1 719 色 氮 酸 位 点 设计 了 用 
于 ALS 基因 核 背 酸 第 588 位 点 的 ChI588 和 第 1 719 位 点 的 Chl1719 RE. G) 利用 基 
因 枪 成 功 将 这 两 个 片段 导入 烟草 愈 伤 组 织 , 愈 伤 依次 经 抗 性 芽 分 化 和 生根 ,一 共 获 得 氧 磺 隆 
抗 性 植株 22 株 。 (4) 抗 性 植株 ALS 酶 活性 测定 表明 ， 其 中 8 株 抗 性 烟 株 具 有 较 强 的 活性 ， 
进一步 对 抗 性 植株 中 跨 突变 位 点 保守 扩 增 、 测 序 ， 最 终 确 定 有 两 个 株 〈fll 和 bl18) 分 别 在 
588 位 点 和 1 719 位 点 产生 定点 突变 。 综 上 研究 结果 表明 ,在 获得 “326” 抗 氧 磺 隆 新 种 质 
的 同时 ， 为 培育 抗 性 烟草 新 种 质 提供 了 理想 的 亲本 材料 。 
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Abstract: Acetolactate synthase (ALS) is the first key enzyme in the pathway of branched 
amino acid synthesis in plants, and the mutation of the gene encoding this enzyme can 
cause the plant to become insensitive to the herbicide chlorsulfuron and develop resistance. 
Herbicides that target the acetolactate synthase (ALS) are among the most widely used weed contr 
ol chemicals since their introduction into the marketplace in the early 1980s, including five classe 
s (sulfonylureas, imdazolinones, triazolopyrimidines, pyrimidinylthio (or oxy)-benzoates and sulfo 
nylamino-carbonyltriazolinones). The mechanism researches have progressed unprecedentedly in t 
he last two decades. Primary mode of action of the ALS-inhibiting herbicides that interfere with th 
e activity of ALS enzyme seems no longer in doubt. Chlorsulfuron was a herbicide, which act o 
n ALS to inhibit branched chain amino acid synthesis. Then made the plant dath. The herbicide’ 
s sensitivity were closely linked to the differences of ALS. The ALS gene of ‘K326’ was homo 
logous cloned from common tobacco ‘K326’ and RNA/DNA chimeras were designed for s 
ite-directed mutation based on the ALS gene sequence and imported into the tobacco geno 
me to create new tobacco germplasm resistant to chlorsulfuron herbicide. In this research 
(1)Results of gene cloning showed that “K326’ had two ALS genes, namely ALS SuRA an 
d ALS SuRB, with the sizes of 2 004 bp and 2 010 bp, respectively. (2)The chimera of 
Chl588 and Chll719 at site 588 (Pro site) and site 1 719 (Try site) of ALS gene was d 
esigned according to the conserved region of two genes. (3)The two fragments were succe 
ssfully introduced into tobacco callus by gene gun, and the callus were successively differ 
entiated and rooted by resistant bud, and a total of 22 chlorsulfuron-resistant plants were 
obtained. (4)The activity of ALS enzyme in resistant plants showed that 8 resistant tobacc 
o plants had strong activity, and in the further antagonistic plants, conservative amplificatio 
n and sequencing of cross-mutation loci resulted in site-directed mutations in two lines (li 
ne fll and line b18) at loci 588 and 1 719, respectively, which provided ideal parental m 

aterials for further cultivation of new resistant tobacco germplasm. 
Key words: tobacco, ALS, herbicide resistance, chlorsulfuron, OMM 


普通 烟草 (Nicotiana tabacum) 为 管状 花 目 〈Angiospermae) HHF} (Solanaceae) 烟草 
属 Nicotiana) 一 年 生 或 有 限 多 年 生 草本 植物 ， 是 一 种 经 济 价值 较 高 的 作物 ， 除 主要 用 于 吸 
食 外 ， 烟 草 还 具有 蛋白 食用 及 药 用 价值 。 烟 草 在 我 国 南方 、 北 方 均 有 种 植 ， 面 积 达到 146.6 
7 万 hm2， 年 均 产 量 约 30 亿 kg， 在 我 国 占有 极 大 的 经 济 市 场 〈 张 杰 等 ，2018) ， 是 国家 和 
地 方 财税 的 重要 经 济 来 源 。 烟 田 杂 草 危 害 烟草 生产 ， 严 重 影响 烟草 的 产量 和 质量 。 烟 田 杂 草 
不 仅 可 与 烟草 争夺 水 分 、 养 分 、 光 照 和 空间 ， 又 可 作为 烟草 病虫害 传播 的 中 间 宿 主 ， 极 大 影 
响 了 烟草 的 产量 和 质量 ( 茶 海 林 等 ， 2020〉。 烟 田 常 用 除草 剂 氛 磺 隆 和 草 甘 腾 可 通过 靶 向 结 
合 植物 体 中 的 乙酰 乳酸 合成 酶 (acetolactate synthase, ALS) UB Zi ZAR? (valine, Val) ~ 
TAR Cleucine, Leu) 、 异 亮 氮 酸 Cisoleucine, Ile) 生物 合成 ， 进 而 导致 杂 草 死亡 (Scol 
oss & Ciskanik, 1988) 。 这 类 除草 剂 在 杀 灭 杂 草 时 具有 活性 高 、 药 量 低 ， 对 哺乳 动物 低 毒 
以 及 生态 环境 友好 的 特点 ， 但 会 极 大 影响 农作物 的 生长 和 发 育 〈 牛 聪 伟 ，2005; Grandpmo 
& Peter, 1998) 。 前 人 研究 表明 ，ALS 中 特定 氨基 酸 突变 会 使 细胞 系 或 植株 产生 对 除草 剂 
的 抗 性 (Kleschick & Costales, 1990; Scoloss，1990)， 如 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) 中 ， 
ALS 氨基 酸 保 守 区 域 第 197 MARRARA C(proline, Pro) 突变 为 丝氨酸 (serine, Ser) 
时 ， 会 导致 细胞 系 具 有 对 握 磺 隆 Cchlorsulfuron, Chl) Mpi Cbensulfuron methyl) 等 
磺 酰 脲 类 除草 剂 产生 抗 性 ， 在 甘蓝 (Brassica napus) 中 ALS 保守 和 氨基酸 序 列 (ahas3r) 第 
Y 557 位 Pro RA AL AMHE (glutamine, Gln) ， 会 导致 细胞 系 具 有 对 三 唑 喀 啶 (triazole py 
LC) rimidine) 类 除草 剂 抗 性 (Saari & Maxwell, 1997); 此 外 ， 水稻 (Oryza sativa) 中 ALS 特定 
氨基 酸 的 突变 会 使 植株 产生 对 除草 剂 的 抗 性 。 将 ALS 氨基 酸 第 95 位 甘氨酸 Clycine, Gly) 
= RENAA Calanine, Ala) Ja, 374 T APENE (Bispyribac-sodium) 产生 抗 性 的 水 稳 植 
~ 株 (Okuzaki et al., 2007 )。 在 烟草 中 , 3&8xt ra FILEM 7] CFLC VS DNA/RNA 寡居 
= 核 苷 酸 导 入 原生 质 体 中 ， 使 其 ALS ZETA Bri ROT] SCARE EMAR ERE R AR-196-A 
氨 酸 ， 色 氨 酸 -573- 亮 氨 酸 ) ， 获 得 抗 氧 磺 隆 的 抗 性 植株 (Beetham et al.，1999)。 因 此 ， 利 用 
~ 可 分 子 生 物 学 手段 实现 代谢 关键 酶 编码 基因 的 定点 突变 是 创制 抗 除草 剂 作 物 新 种 质 的 重要 手 
1t putos 
= XERECH ERAT S ZEAE COMM) 技术 是 一 种 新 的 基因 诱 变 技术 ， 已 被 成 功 运用 于 
动物 及 酵母 的 基因 定点 突变 (Yoon et al, 1996; Alexeev et al., 2000; Bartlett et al., 200 
0) 。 在 植物 中 ， 该 技术 已 成 功 实现 对 玉米 (Zea mays) AHAS 基因 发 生 定 点 突变 ， 引 起 A 
= HAS 蛋白 中 621 氨基 酸 由 Ser 突变 为 天 冬 氨 酸 (aspartic acid, Asp) ， 获 得 了 对 咪唑 啉 酮 Gi 
FT midazolone) 类 除草 剂 具有 抗 性 的 突变 玉米 植株 (Zhu et al, 1999) . Elk}, Okuzaki(2004) 
利用 OMM 技术 实现 了 水 稳 COryza.sativa) ALS 中 第 171 位 氨基 酸 由 Pro 变 为 Gly， 第 548 
位 氨基 酸 由 色 和 氨 酸 (tryptophan，Tyr) 变 为 lle 以 及 第 627 位 氨基 酸 由 Ser 变 为 Ie， 获得 了 
除草 剂 抗 性 水 稳 。OMM 技术 相 较 应 用 广泛 的 成 簇 规律 间隔 短 回 文 重复 序 列 及 相关 和 蛋白 Cas 
(CRISPR/Cas) 技术 ， 以 及 转录 激活 样 效应 因子 核酸 酶 TALEN)〉 技术 (Ishino et al.,1987; 
Michno et al, 2020); OMM 技术 所 诱导 的 突变 几乎 是 有 目的 定点 突变 ， 不 会 向 生物 体内 引 
入 新 的 基因 。Breyer et al. (2009) 认为 ， 通 过 OMM 技术 诱导 产生 的 生物 不 应 当归 类 于 转 
基因 生物 。 在 对 转基因 的 生物 安全 性 争论 不 休 的 今天 ，OMM 技术 为 生物 品质 的 改良 提供 了 
一 条 新 的 途径 。 本 研究 以 烟草 品 “K326” 为 材料 ， 利 用 同 源 克 隆 法 获得 ALS 基因 ， 根 据 基 
因 保守 区 结构 分 析 构 建 RNA/DNA TRARY. FFA IAA ASO ALS 基因 的 定点 突 
变 ， 创 制 对 磺 酰 脲 类 除草 剂 具 有 抗 性 的 烟草 新 种 质 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 试剂 
烟草 品种 “K326” (Nicotiana tabacum ‘K326’ ) 由 贵州 大 学 农业 生物 工程 研究 院 山 
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地 植物 资源 保护 与 种 质 创 新 省 部 共 建 教育 部 重点 实验 室 保存 并 提供 。DL 2 000 DNA mark 
er. LA Taq with GC Buffer. DNA 快速 纯化 回收 试剂 盒 购 于 Takara 宝生 物 工 程 〈 北 京 ) 有 
限 公 司 ，MS 培养 基 购 于 Phyto Technology Laboratoies™ 公司 ;新 型 植物 DNA 提取 试剂 盒 
均 购 于 TIANGEN BIOTECH 公司 ; 胶 回 收 试剂 盒 、pPGEM-T Easy Vector System 购 自 Pro 
mega AF]; 氧 磺 隆 购 于 Sigma-Aldrich 公司 ; RNA/DNA tt HH Takara 公司 合成 ; 基因 克 
隆 引 物 由 上 海 英 骏 生物 技术 有 限 公 司 完 成 。 

12 方法 

1.2.1 烟草 “K326” 基因组 提取 及 478 基因 克隆 


以 烟草 品种 “KK326” 叶 片 为 材料 ， 使 用 TIANGEN BIOTECH 公司 新 型 植物 DNA 提取 


试剂 盒 提取 烟草 基因 组 DNA。 根 据 NCBI 中 报道 的 普通 烟草 (Nicotiana tabacum) ALS 基 
因 《〈 基 因 登 录 号 : X07644.1 和 X07645.1) 序列 设计 同 源 克 隆 引 物 及 含 588 位 点 和 1 719 位 
点 突变 区 扩 增 引物 ， 引 物 序列 详 见 表 1。 


表 1 烟草 ALS 基因 的 克隆 及 保守 区 扩 增 引物 


Table 1 Primer sequences of tobacco ALS gene 


引物 引物 序列 
Primer Primer sequence 
SuRA F 5' -ATGGCGGCGGCGGCTCCATCTCCCTCTTC-3 ' 
SuRA R 5' -TCAATAGGAACTTCTCCCGTC-3 ' 
SuRB F 5' -ATGGCGGCGGCTGCGGCGGCTCCATCTCCC-3 ' 
SuRB R 5' -TCAATAGGAACTTCTCCCGTC-3 ' 
588F 5' -GGGCGGTGTCTTCGCCGCTG-3 ' 
588 R 5' -GGGGATACCCGTGAGCTCCACG-3' 
1719 F 5' -CCAACTGGGGATGAGCTTTCCC-3 ' 
1719 R 5' -GGGCAAACCAAATCCCATTGCTCC-3 ' 


参照 Takara 公司 LA Taq with GC buffer 试剂 盒 操 作对 ALS 


We 


因 进 行 扩 增 。 扩 增 体系 


(50 uL) : 0.5 uL TaKaRa LA Taq (5 UL , 25.0 uL 2 x GC Bufferll, 8.0 uL d 


Hj 


NTP Mixture (2.5 mmol.L) , 1.0 uL R-F (20 pmol-L!) , 1.0 uL R-R (20 umol-L"!) ， 


us 


1.0 uL 基因 组 DNA (100 ng) 4113.5 uL ddH20。 扩 增 条 件 94 'C 预 变性 3 min, 94 CŒ 


性 30 s, 55 'CGE/K30 s, 72 CC 延伸 160 s, 35 个 循环 后 72 °C 延伸 10 min. 


1.2.2 PCR 产物 连接 及 测序 
参照 Promega 公司 胶 回收 试剂 盒 操 作 回 收 PCR 产物 ， 参 照 Promega 公司 pGEM-T Eas 


y Vector System 试剂 盒 说 明 将 回收 的 PCR 产物 连接 于 pGEM-T Easy Vector。 连 接 有 PCR 


产物 的 pGEM-T Easy Vector 导入 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) DHSo 感 受 态 菌株 。 将 工程 菌 


送 至 北京 诺 赛 公司 进行 测序 。 利 用 DNAMAN9.0 软件 中 “序列 拼接 功能 ”对 测序 结果 进行 


e 
C hInaA TIVE 


拼接 ， 将 拼接 结果 于 NCBI 数据 库 中 进行 比 对 ， 确 认 保 守 区 。 


1.2.3 RNA/DNA 寡 聚 核 音 酸 代 合体 构建 


基于 “K326” 烟 草 ALS 基因 保守 区 的 结构 ， 参 照 Kochevenko & Willmitzer (2003) 的 
方法 设计 RNA/DNA WAKE, ZH Takara 公司 合成 。 髓 合 链 设 计 基本 要 求 是 与 鞭 基 因 
的 序列 一 样 〈 除 了 突变 位 点 外 ) ， 通 过 寡 聚 核 苷 酸 链 代 换 ， 引 入 刘 位 点 碱 基 序列 变化 。 
1.24 基因 枪 介 导 的 RNA/DNA 导入 烟草 愈 伤 组 织 
1.2.4.1 烟草 “K326” 愈 伤 诱导 及 氧 磺 隆 敏感 性 分 析 

参照 谭 颖 等 2013 ) 的 方法 略 有 改动 ， 对 烟草 “K326” 的 愈 伤 组 织 进行 诱导 。 烟 草 叶 
片 经 75% 的 酒精 灭 菌 30 s, 0.1% HeCh 消毒 8 min， 无 菌 水 清洗 3-5 次 后 切 块 (0.5 cmX 
0.5 cm) 接种 于 愈 伤 诱导 培养 中 上 ， 经 过 两 周 诱导 培养 后 ， 转 接 于 新 鲜 继 代 培 养 基 上 继续 培 
养 至 出 现 分 化 芽 点 ， 分 化 芽接 种 生根 培养 基 上 生根 培养 。 愈 伤 诱导 培养 基 : MS + L5 mg-L 
1 6-BA + 0.1 mg-L! NAA; 继 代 培养 基 : MS + 1.0 mg'L1 6-BA + 0.2 mg-L! NAA. 将 
烟草 愈 伤 组 织 继 代 培养 基 分 组 ,分 别 加 入 不 同 浓度 的 氯 磺 隆 , 对 愈 伤 组 织 进行 氧 磺 隆 敏 感性 
实验 。 和 氧 磺 隆 浓度 梯度 分 别 设 置 为 90、100、110、120、130、140、150、160 nmol'L-:。 每 
个 严 接 种 相同 数量 、 生 长 状态 近似 的 盒 伤 组 织 进行 继 代 培 养 ， 培 养 条 件 为 光照 强度 为 2 000 
lx， 每 日 光照 16 h， 培 养 温度 (26 + D C. 培养 1 周 后 观察 愈 伤 组 织 生 长 情况 。 抗 性 芽 
生根 培养 基 : 1/2MS + 0.1 mg:L'! NAA。 愈 伤 诱导 培养 基 和 继 代 培养 基 中 补 加 30 g L7 
糖 和 8 g:L 琼 脂 ， 生 根 培养 基 中 补 加 30 gL EREM 6 gL-! 琼 朋 ， 各 培养 基 pH 均 为 5.8。 
2r 

基因 检 微 弹 的 制备 参照 Bio-Rad PDS-1000He 使 用 说 明 书 ， 根 据 程 义 琳 等 〈2013) 实验 
方法 ， 略 有 改动 ， 设 计 基 因 枪 又 击 实验 流程 : C) 称 量 8 mg 金粉 置 于 LS mL EP 管 中 ; 
(2) 加 入 1 mL 无 水 乙醇 ， 流 涡 震 荡 3-5 min, 10 000 rmin' 离心 1 min, ŽEF (重复 


E 


1.2.4.2 RNA/DNA FRIZERA ps ione 


31/0; (3) 加 入 1 mL 无 菌 水 ,震荡 1 min; (4) 加 入 133 uL 无 菌 水 ， 储 存在 -20 “CH 


用 ; (5) 加 入 13.3 uL. REREH 2-3 s; (6) 加 入 133 uL 2.5 moE L^ CaCh 震荡 2-3 s; 


(7) 加 入 53.3 uL 0.1 mol L^ spermidine, R% 2-3 s; (8) fEUK EB EL 10 min, 10 00 


0 rmin'! 离心 10~20 s, FEW; (9) 加 入 500 uL 无 水 乙醇 ， 冲 洗 2 次 ， 离 心 10 s, FE 
清 ; (10) 加 入 160 uL 无 水 乙醇 ， 均 匀 后 ，4 ‘CC 备 用 (每 次 使 用 10 uL) 。 


人 
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Fig. 1 Flowchart of heritage transformed tobacco by bombardment 


1.2.4.3 基因 枪 介 导 的 RNA/DNA 导入 烟草 愈 伤 

参照 Kochevenko & Willmitzer (2003) FIFE LIM (2013) 的 实验 方法 ， 略 有 改动 。 
具体 操作 : CD 打开 超 净 台 ， 用 70% 乙 醇 擦拭 超 净 台 内 部 与 基因 枪 的 表面 及 基因 枪 内 部 ; 
(2) 打开 紫外 灯 ， 灭 菌 30 min， 灭 菌 后 吹风 20 min; (3) 易 裂 片 、 微 弹 载体 及 阻拦 网 置 
于 70% 乙 醇 10 min, WETTER AAG; O 打开 


气 瓶 ， 将 压力 调制 1 100 psi; 
(5) 将 易 裂 片 、 微 弹 载体 及 阻拦 网 安装 并 固定 在 基因 枪 真 空 室 ， 将 带 有 烟草 傅 伤 组 织 的 培 
FRERE, WERTERA cm, KASAM, FPR RAR: (6) 按 下 真 
空 键 “VAC”， 当 真空 表 读 数 为 25 inHg 时 ， 按 维持 键 “Hold”; (7) 然后 按 下 “Fire” 
键 ， 缀 击 结束 ， 按 下 “通气 键 ”至 真空 表 读数 为 零 。 打 开 基因 枪 门 ， 取 出 培养 四 ， 盖 好 盖子 
用 封口 膜 封 好 ， 转 入 组 培 室 ， 暗 恢复 2 d 后 ， 氧 磺 隆 筛选 培养 ， 温 度 为 〈26 + 1) C, wR 


强度 为 2 000 


Ar 


Ix， 光照 时 间 为 16 h。 共 做 12 批 次 ， 每 批 次 接种 25 mM, MRR 30-40 TAHR (d= 


0.5 cm)， 共 计 约 9 500-10 000 HAA. 


1.2.5 抗 性 分 化 植株 ALS 酶 活 的 检测 

参照 陈 以 峰 等 〈1998) 的 提取 方法 ， 取 移 栽 后 3 周 的 野生 型 烟草 “K326” 叶 片 1 g， 首 
先 加 入 提取 介质 《磷酸 缓冲 液 A) 1 mL, ^J, Jf T 2 500 rminm! 离心 ，20 min, WEW 
即 为 粗 酶 液 。 而 后 取 0.5 mL 反应 介质 〈 磷 酸 缓 冲 液 B) ， 加 入 不 同 浓度 的 氧 磺 隆 ， 这 里 设 


氧 磺 隆 浓度 梯度 0~500 nmol:L-!。 然 后 加 入 30 uL 粗 酶 液 ， 总 体积 0.9 mL， 蒸 饮水 补 齐 。3 


7 CHB 1 h, JMA 50 uL 3 molL1 的 H2SO4 中 止 反应 。 最 后 依次 加 入 0.5 mL 0.83% 甲 蔡 


酚 和 0.5 mL 肌 酸 ，60 CHA 15 min, KPF 2 000 rmin 离心 10 min， 取 上 清 于 分 光 


光度 计 530 nm 比 色 。ALS 活性 直接 用 A530 nm 值 来 表示 。 以 野生 型 烟草 品种 “K326” 为 


对 照 ， 测 定 抗 性 植株 的 ALS 酶 活 。 


T 


1.2.6 抗 性 分 化 植株 突变 位 点 验证 


根据 'K326' WEE ALS 基因 突变 位 点 ， 选 择 跨 该 区 段 的 引物 进行 扩 增 ， 扩 增 后 进行 测 
序 ， 分 析 拟 突变 位 点 的 变化 情况 ，PCR 产物 扩 增 、 连 接 及 测序 参照 1.2.2 节 。 
2 结果 与 分 析 
21 “K326” 烟 草 ALS 基因 克隆 

以 烟草 “K326” 基 因为 模板 ， 利 用 引物 对 SuRA F/SuRA R 和 SuRB F/SuRB R 进行 了 
CR 扩 增 ， 均 扩 增 得 到 一 条 长 度 约 为 2 000 bp 的 条 带 ， 且 扩 增 条 带 清晰 明亮 。 将 该 PCR 产 
物 分 别 胶 回 收 后 以 pPGEM-T Easy Vector 进行 连接 ,连接 后 的 质粒 载体 导入 Escherichia 
coli DH5o 感 受 态 菌株 筛选 阳性 菌落 ， 阳 性 菌落 送 至 北京 诺 赛 公司 进行 测序 。 测 序 拼接 结果 
表明 ， 以 SuRA F/SuRA R 引物 扩 增 到 序列 长 度 为 2 004 bp 的 基因 ， 命 名 为 “K326” AL 


S SuRA， 而 以 SuRB F/SuRB R 扩 增 到 序列 长 度 为 2 010 bp 的 基因 ， 命 名 为 “ K326’ A 


EX 


LS SuRB (图 2) 。 
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2 000 


1 000 
750 
500 


A. 'K326' ALS 基因 了 PCR 扩 增 ，M 代表 DNA 2 000 bp Marker; A1-A3 分 别 代表 SuRA F/SuRA R 扩 增 产 
37; BI-B3 分 别 代表 SuRB F/SuRB R 扩 增 产物 。B-C.“K326” ALSSuRA fl. *K326' ALS SuRB 测序 结果 。 
A. PCR amplification of *K326' ALS gene, M represent 2 000 bp Marker; A1-A3 represent SuRA F/SuRA R 
amplification; B1-B3 represent SuRB F/SuRB R amplification. B-C.The product sequencing of ‘K326’ ALS SuRA 
and 'K326' ALS SuRB. 


图 2 烟草 'K326' ALS 基因 扩 增 及 PCR 产物 测序 
Fig. 2 PCR amplification of Nicotiana tabacum var. ‘K326’ ALS gene and product sequen 
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2.2 RNA/DNA 3EÀECH EE Gr it 
参照 Kochevenko & Willmitzer (2003) KWAI, 444 'K326' ALS SuRA Fl 'K326' 


ALS SuRB 基因 保守 序列 的 比 对 ,设计 以 K326”ALS 基因 编码 区 第 588 D EEEF h e as Ug 


(cytosine, C) 突变 为 腺 味 叭 (adenine，A) 的 颠 换 ， 第 1 719 WIER hS (guanin 
e, GO 突变 为 胸腺 喀 啶 〈thymine，T) 的 颠 换 。 针 对 ALS 编码 区 核 苷 酸 第 588 位 点 、1 719 


位 点 设计 突变 碱 基 的 和 藤 合体 分 别 命名 为 Chl-588 和 Chl-1719 (图 3) 。 


ChALS- 588 

5'CAgeTCAAgTgC[AACgTAggATgATTTTTAUCAUCCUACTTgCACUUgAC 
CUggCgCgTTTTCgCgC3' 

ChALS-1 719 

5' TggTggTTCAATTEgAggATCggTTTTTTAACCgAUCCUCCAATUgAACCA 


CCAgCgCgTTTTCgCgC3* 


大 写字 母 为 DNA 残 基 ， 小 写字 母 为 2-O-RNA 残 基 ， 框 内 字母 代表 突变 位 点 。 


The capital letters represent DNA residues. Lowercase letters represent 2'-O-RNA residues. The 


letters in box represent the mutation site. 
3 EIE RNA/DNA FRIZER 
Fig. 3 Construction of chimeric RNA/DNA oligonucleotide 


23 “K326” 愈 伤 组 织 诱导 及 敏感 性 分 析 

通过 优化 的 愈 伤 诱导 培养 基 获 得 了 嫩绿 色 至 淡 黄 色 、 结构 致密 的 愈 伤 组 织 , 可 用 于 后 续 
氧 磺 隆 敏感 试验 和 抗 性 芽 诱 导 实验 。 烟 草 “K326” 愈 伤 组 织 形 成 后 ， 接 种 于 含有 不 同 浓度 
氧 磺 隆 的 筛选 培养 基 中 生长 1 周 , 愈 伤 组 织 的 颜色 从 低 浓度 到 高 浓度 分 组 颜色 有 绿色 变 黄 直 
至 黑色 (图 4) 。 在 氯 磺 隆 浓度 为 90 nmol-L f 100 nmol.L1 时 ， 愈 伤 组 织 为 绿色 ， 生 长 
状态 良好 ; 在 氧 磺 隆 浓度 为 110、120、130 和 140 nmol.L-: 时 ， 愈 伤 组 织 颜色 为 黄色 且 颜 色 
依次 变 暗 ; 当 氧 磺 隆 浓度 达到 150 nmol.L1 时 ， 愈 伤 组 织 颜色 呈 棕 色 ， 且 不 继续 生长 ; TES 
磺 隆 浓度 达到 160 nmolL- 时 ， 愈 伤 组 织 呈 黄 黑色 ,逐渐 发 生 褐 化 现象 最 后 死亡 ， 因 此 本 研 
究 选择 氧 磺 隆 浓度 150 nmol L? 作为 筛选 的 临界 浓度 。 


A. 烟草 愈 伤 诱导 及 分 化 ，B. 愈 伤 组 织 对 不 同 浓 度 氯 磺 隆 敏感 性 响应 ，A-H 43573 90. 100, 110, 
120、130、140、150 和 160 nmol- L! ARE. 


A.Callus induction and differentiation in tobacco; B. Callus were sensitive to different concentrations of 
chlorsulfonon; A-H represent the concentration of chlorsulfonon 90, 100. 110. 120, 130, 140, 150 and 
160 nmol:L-! 


图 4 烟草 “K326” 愈 伤 组 织 诱导 及 氧 磺 隆 敏感 性 分 析 
Fig. 4 Callus induction of tobacco ‘K326’ and sensitivity analysis of chlorsulfuron 


2.4 BEER ii AER Hi AR E ELS 


参照 程 义 琳 等 (2013) WAKE, BAILA (2005) MBAR (20100 的 方法 ， 用 


EAE ULT] RNA/DNA FRIZERA Chl-588 和 Chl-1719 以 9 em fj RES. 25 i 
nHg 的 骏 击 压强 对 烟草 “KK326” 合 伤 组 织 进 行 基因 枪 绥 击 处 理 。 又 击 后 的 您 伤 组 织 经 过 恢 


j 


RIAI T E ME DERAPE EE ARE EIRA A AEDE A SR 22 株 〔 图 


A. ERTS Me; B. 愈 伤 组 织 在 得 选 培养 基 上 培养 ，C. 筛选 出 抗 性 芽 ，D. 抗 性 芽 生 根 培 


jt; E. 获得 抗 性 苗 。 


A. Callus after gene gun bombardment; B. Callus were cultured on screening medium; C. Screening 


resistant plants; D. Root induction; E. Obtain resistant plants. 


图 5 烟草 品种 “KK326” 基 因 枪 遗传 转化 体系 


Fig. 3 Process of gene gun gemetic transformed tobacco 
2.5 抗 性 烟 苗 的 ALS 酶 活性 测定 
通过 对 野生 型 烟草 品种 “K326” 的 ALS 酶 活性 进行 不 同 谊 度 氧 磺 隆 敏感 性 检测 ， 发 现 


在 握 磺 隆 浓度 为 300~500 hmol.L 阶 段 ALS 酶 活性 保持 最 低 ， 在 小 于 300 hmolL-I 时 ， 随 


着 氯 磺 隆 浓 度 逐 渐 降 低 ，ALS 酶 活性 逐渐 增强 , 于 是 选取 310 umol L! 的 氯 磺 隆 作为 检测 A 


LS 酶 活性 的 标准 。 抗 性 植株 与 野生 型 ALS 酶 活性 检测 结果 显示 ， 在 抗 性 植株 中 有 8 BR CC 


hl-3, Chl-5, Chl-8. Chl-11. Chl-12, Chl-18, Chl-20, Chl-22) 的 ALS 酶 活性 明显 高 于 时 


生 型 《图 6) ， 故 推测 这 8 株 为 定点 诱 变 成 功 的 可 能 性 较 大 。 
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图 6 氧 磺 隆 对 ALS 酶 活 影响 及 抗 性 烟 株 ALS 酶 活性 变化 
Fig. 6 Effects of chlorsulfuron on ALS enzyme activity and ALS enzyme activity detectio 


ALS 活 性 ALS Activity (U-mg-1) 


n in different resistance plants 
2.6 抗 性 烟 苗 ALS 基因 突变 区 序列 扩 增 及 测序 

利用 特异 引物 ， 对 K326” ALS 中 588 位 点 的 保守 区 及 1 719 bp 位 点 的 保守 区 进行 P 
CR 扩 增 ， 产 物 直接 进行 测序 ， 扩 增产 物 无 杂 带 (图 7) ， 在 上 述 22 个 抗 性 植株 中 检测 到 2 


株 发 生 了 特定 位 点 的 突变 ， 命 名 为 突变 株 系 fll 和 b18， 前 者 在 588 位 点 发 生 了 CHA 的 突 
变 ， 后 者 在 1 719 位 点 发 生 了 G 一 T 的 突变 〈 图 8) 。 


H f1 f2 f3 FH f5 fó f7 f8 f9 bi b2 b3 b^ b5 bó b? b8 bY 


bp 


2 000 wem 


1000 === 
750 — 
500 -— LJ a ee Jd 


250 


100 
M. DNA 2 000 bp Marker; fl-f9. 扩 增 含 588 位 点 区 域 ，b1-b9. $739 5 1719 位 点 区 域 。 
M. DNA 2 000 bp Marker; f1-f9. The region containing 588 loci was amplified; bl-b9. The region co 
ntaining 588 loci was amplified. 
图 7 含 突 变 位 点 区 段 PCR 1738 
Fig. 7 PCR amplification with segment contained mutant sites 


588 位 点 Mutation site 588 1 3719 位 点 Mutation site 1719 


GGICAAGTGC|IAZACGTAG T CAAT|L|GGTARCTTCACI 


Chl 


ecrcaacrec|Bacerac 


Chl. 抗 性 植株 的 测序 结果 ，WT. 野生 型 的 测序 结果 。 
Chl. Represent sequencing resistant plants. WT. Represent wild type plants were sequenced. 
图 8 含 突 变 位 点 区 段 测序 

Fig. 8 Segment sequencing with mutation site 


3 讨论 与 结论 

利用 生物 学 手段 实现 植物 体 中 关键 代谢 基因 的 定点 突变 , 能 降低 植物 对 除草 剂 的 不 敏感 
性 ， 从 而 提高 突变 植株 对 除草 剂 的 抗 性 ， 但 效率 较 高 的 基因 定点 编辑 生物 学 手段 CRISPR/C 
as 及 TALEN 技术 ， 在 操作 的 过 程 中 引入 了 外 源 基 因 (shino et al., 1987; Michno et al., 2 
020); 因此 在 转基因 作物 严格 的 今天 难以 广泛 推广 种 植 。OMM 技术 理论 上 不 涉及 转 基 
因 ， 该 技术 所 得 新 种 质 ， 在 种 植 领 域 上 有 其 得 天 独 厚 的 优势 。 
烟草 品种 'K326' ALS 基因 测序 结果 中 发 现 ， 该 品种 ALS 基因 序列 全 部 为 编码 区 ， 无 
内 含 子 序列 ， 从 起 始 密 码 子 至 终止 子 序列 完整 ， 而 NCBI 报道 的 普通 烟草 品种 与 “K326? 
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品种 的 ALS 
度 为 2 004 bp, 5 'K326' ALS SuRA 基因 序列 长 度 一 致 ， 而 ALS SuRB 基因 序列 长 度 为 


因 存 在 一 定 差别 (Keeler et al., 1993) , NCBI 中 烟草 ALS SuRA 基因 序列 长 


tf 


1 995 bp, ‘K326’ ALS SuRB 长 度 为 2 010 bp， 推 测 是 由 于 品种 之 间 的 差异 性 所 导致 。 


*K326' ALS SuRA 基因 与 NCBI 报道 的 烟草 品种 ALS SuRA 尽管 序列 长 度 一 致 ， 但 存在 一 
个 碱 基 的 区 别 ， 即 烟草 品种 'K326' ALS 基因 编码 区 序列 的 第 831 位 发 生 了 A 到 G 的 简 并 
RE, 氨基 酸 密 码 子 由 UUA 变 成 UUG， 然 而 都 编码 氨基 酸 Leu， 为 简 并 突变 ， 经 过 多 次 了 
CR 和 重复 测序 证 实 结果 正确 无 误 ， 证 实 这 一 突变 为 烟草 品种 “K326” 本 身 的 差异 性 。 根 据 


'*K326' ALS SuRA 和 “K326” ALS SuRB 的 保守 区 ， 结 合 Beethan et al. (1999) 以 及 Ko 


chevenko & Willmitzer (2003) 的 报道 ， 设 计 了 用 于 “K326” ALS 定点 突变 的 RNA/DNA。 


由 于 Kochevenko & Willmitzer(2003) 研 究 的 烟草 品种 ALS 基因 并 非 “K326”， 所 以 在 
T 报道 位 点 上 存在 位 置 偏离 , 为 了 解决 这 个 问题 实验 中 找到 与 完全 配对 的 目标 序列 , 设计 突变 
E 位 点 ， 命 名 为 Chl-588 和 Chl-1719. ZESE RRA BIR P Vei EUR, ON FESSES SAIS 
定 ， 对 片段 进行 甲 基 化 保护 。 在 Yoon et al. (1996) . Alexeev et al. (2000) 和 Bartlett et 
al. (2000) 的 研究 发 现 ，RNA/DNA 寡 聚 核 苷 酸 链 自身 互补 形成 的 双 链 发 来 结构 ， 在 这 种 
双 链 结构 中 ， 两 条 互补 双 链 的 区 别 非 常 明 显 ， 其 中 一 条 舱 合 体 链 是 由 5 bp 的 DNA 片段 及 
分 别 位 于 该 DNA 片段 两 边 的 10 bp 的 RNA 区 域 组 成 ,而 另 一 条 链 全 是 由 DNA 构成 , 利用 
载体 的 特殊 结构 〈 两 组 胸腺 喀 啶 脱氧 核 苷 连接 互补 的 两 条 链 ， 在 3 末端 的 “GC” 帽 子 结 
构 及 2' -O- 甲 基 RNA 残 基 ) ， 使 其 在 细胞 中 具有 较 好 的 稳定 性 。 所 以 ， 实 验 设计 时 也 采用 
同样 的 方法 保证 了 在 转化 过 程 中 的 稳定 性 。 

本 实验 利用 基因 枪 篆 击 法 将 将 定点 诱 变 的 RNA/DNA SERIA ERIKA Pk Chl-588 和 Ch 
1-1719 双击 烟 草 品种 “K326” 愈 伤 组 织 ， 定 点 突变 烟草 ALS 基因 ， 以 期 得 到 具有 握 磺 隆 抗 
性 的 烟草 品种 “K326” 植 株 。 耿 立 召 等 (2005) 提出 又 击 距离 是 基因 枪 转 化 成 功 的 关键 因 
素 ， 认 为 基因 枪 骏 击 烟草 的 缀 击 距 离 为 9 cem。 本 研究 中 探索 了 基因 枪 禾 击 烟草 品种 “K326? 
愈 伤 组 织 的 过 击 距离 和 惨 击 压强 。 结 果 得 出 的 狠 击 烟草 品种 “K326” 愈 伤 组 织 的 最 佳 距离 
与 苏宁 等 (2002) 的 研究 结果 一 致 ， 这 说 明 在 烟草 基因 枪 又 击 实验 中 ， 比 击 条 件 在 不 同 品种 
之 间 差 别 不 大 。 在 氧 磺 隆 筛选 过 程 中 ， 假 阳性 明显 ， 分 化 培养 基 中 筛选 出 的 芽 在 生根 培养 时 
KEHE, 本 研究 认为 可 能 与 愈 伤 组 织 在 含有 氯 磺 隆 的 培养 基 中 多 次 继 代 培 养 造成 的 ,多 次 
继 代 培 养 后 使 愈 伤 组 织 表现 了 对 和 氧 磺 隆 抗 性 的 假 阳 性 ， 结论 与 李 学 宝 和 毛 慧 珠 〈1999) 
认为 的 多 次 继 代 培 养 使 得 对 抗生素 产生 抗 性 基本 一 致 。 抗 性 植株 ALS 酶 活性 检测 结果 表明 
部 分 抗 性 植株 的 ALS 酶 活性 高 于 野生 型 ， 可 以 初步 说 明 抗 性 植株 目标 位 点 发 生 了 碱 基 突 变 
与 氨基 酸 发 生 了 突变 ， 但 具体 还 要 看 测序 的 结果 。 


通过 对 抗 性 植株 ALS 基因 测序 ， 目 标 位 点 测序 结果 表明 ， 在 目标 位 点 仅 有 2 株 抗 性 植 
株 发 生 了 定点 突变 ， 即 发 生 588 位 点 C 到 A 的 突变 和 1 719 位 点 由 G BT RAR. 但 多 数 
抗 性 植株 并 未 出 现 定 点 突变 ， 推 测 实 验 结果 可 能 存在 的 可 能 : CDD ， 烟 草 染 色 体 为 异 源 四 
fik, ALS 基因 存在 两 个 拷贝 CKochevenko & Willmitzer, 2003) ， 且 两 个 拷贝 之 间 存 在 一 
定 程度 的 差异 ， 在 基因 扩 增 及 RNA/DNA 符合 体 定 点 诱 变 上 带 来 一 定 难度 ;或 因 是 四 倍 体 ， 
在 克隆 测序 时 送出 的 克隆 不 是 突变 的 那 一 个 拷贝 (2) ， 推 测 RNA/DNA REBET He 
位 点 使 烟草 产生 除草 剂 抗 性 。 烟 草 AHAS 序列 的 W464 位 点 突变 后 可 以 产生 抗 性 。 引 起 植 
有 具有 和 氧 磺 隆 抗 性 的 原因 需要 进一步 去 验证 。 (3) ， 所 得 诱 变 植株 假 阳 性 概率 较 高 ， 成 功 
突变 的 植株 较 少 ，Beethan et al. (1999) 以 及 Kochevenko & Willmitzer (2003) 的 研究 也 报道 
了 相似 的 结果 。 目 前 OMM 法 的 定点 诱 变 在 烟草 愈 伤 的 诱 变 条 件 还 处 于 初步 探索 阶段 。 当 O 
MM 技术 与 工程 核酸 酶 TALENs 或 CRISPR/Cas9 一 起 使 用 时 ， 观 察 到 的 精确 无 痕 基因 组 纺 
辑 的 频率 显著 增加 (Sauer et al. 2016)。 但 在 编辑 的 过 程 中 引入 外 源 基 因 ， 这 会 使 OMM 独 
特 的 不 涉及 转基因 过 程 的 技术 优势 荡然 无 存 , 所 得 作物 无 法 大 田 推广 。 后 期 对 OMM 技术 的 
优化 ， 以 及 Tl 和 T2 代 的 检测 筛选 试验 还 在 不 断 的 探索 完善 过 程 中 。 
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